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54}. VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON EIWEISSBIOMASSE

57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Eiweilbiomasse durch Kultivierung von
fikroorganismen auf der Basis von gasférmigen Kohlenwasserstoffen, insbesondere Methan und/oder Erdgas.
Yie Erfindung kann in der mikrobiologischen {ndustrie angewandt werden und ist in die IPK: C 12K
inzuordnen, Die Erfindung verfolgt das-Ziel, ein Verfahren zu entwickeln, das sich durch eine hohe
‘roduktivitat bei erhéhter DurchfluRrate auszeichnet. Es wurde gefunden, dak mit dem Bakterienstamm
NSB 874 — ZMPM W — 1743 diese Zielsteliung realisiert wird, Dieser Bakterienstamm wird kontinuierlich
wei giner Durchflufrate von D =.0,2.bis 0,3 h-1, bei einer Temperatur von 42 bis 49 OC und einem pH-Wert
ion 4,4 bis 5,6 unter vorzugsweise erhdhtem Druck kultiviert. Der Starmm gawahr!elstet eine Produktivitit

'on 8 bis 10 } g/rr3 h bei einem Rohproteingehait in der Biomasse bis 77%
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Ditel

Verfahren Zur GQW1nnung von E¢welﬁb10masue

Anwendungsgebiet der Erfindung

Dle Erflndung betrifft ein Verfahren- zur Gew1nnung von Flwelﬁw '
biomasse durch Kultivierung.von Mikroorganismen auf der Basis

von gaSLormlgen Kohlenwasserstoffen, insbesondere Methan und,

oder Erdgasg Die Erfindung kann in der mlkrobLologaschen Indu~
strie angewandt werden und ist in die IPK : C 12 K einzuordnen,

Charaktefisﬁik der bekannten technischen Losungen

Es sindvbereité“ﬁéhrere Verfahren zur Kultivierung von Mikro-
organismen,“insbesondere Bakterien auf gasformigen Kohlenwasser=
stoffen, z.B. Methan bekannt.

‘So wird in der US-PS 4. 042,458 ein Verfahxen beschrieben, in

welchen ein Stamm Methylococcus 999 auf Methsn in einer Misch-
kultur wit heterotrophen und methylotrophen MLKroorvanlsmen,

die von ihnen geblldeten organischen Produkte 3331m111ert mit
einer Geschwindigkeit von 0,08 bis 0,09 h -1 bei einer ?roduxt:v1-

»tat von 2,1 g/l + h oder mi? einer Wachstum%geschw1nd1gkext von

0,18 und einer Produktivitét von 0,9 g/ 1 o h gezlichtet wird.
Die meximale Wachstumsgeschwindigkeit bei der die Zellen ausge~
gplilt werden, betrdgt D max = O,3?ih"1¢ Hierbei betridgt die

Produktivitdt 0,66 g/l . he
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Die Zichtung des Stammes erfolgt boi ‘elner Temperatur von

H.4EOC,*einem pH-Wexrt-von 6,8 8 oder T,4. Dabei enthilt die gewon-

nene Biomagse 69 % Rohprotexna Der Einsatz ven Mischkulturen
fithrt jedoch zu einen ailméhlichen Verlust der Eigenschaften
des Auggangsgewisches infolge des instabilen Verh8ltnisses der
Zellen verschiedener‘Sﬁémmee Der Nachteil des individuellen
Stammes besteht in seiner niedrigen Produktivitdt, dem Fehlen
der Azidotoleranz und auch darin, daG der Rohproteingehalt in

der Biomasse beim Ziichten 1n der neutralen Zahl - pH ~ ungeniigend

ist. , . .
Ebenfalls bekannt 1st gle. Zuchtung ‘einer symblotlschen Baknernen-

“kultur, die Erdgas vollq sndig ut“llulert und die aus den

Stammnen Meuhyzocoﬂﬂus capuulatus— Stamm 2, Methylosinus spordium

vare incoloragtus =~ Stamwm .4, Methylococcus trichosporium var.

rosacoccus = Stamm 5 und warobacterlvm gasotypicum = Stamm 1

besteht. (SU-US 460 T745)

Mlt dieser Kultur werden 5m‘diskdntinuierlichﬂn Betrieb bis

40 g/1. Trockeno1omasse ungd 1m kOﬂtlﬁUlelLCheﬂ Betrieb -~ 10 g/i
'BTS bel einer. DurchfluBrate bis 0,16 b~ 1 gewonnen, Die Kultux

- erwdchst bel einer Temperatur von 33°C und einenm pH von 6,7, .
Die erhaltene Biomasse enthdlt bis 175.% Rohprotein, bis 7 %

' “Ly31n, bis 3 % der schwefelhaltlgen Gesamtaminosguren: und b]u

12 mg/KguBT% Vitanin Bj,. Die Nachteile der Kultur sind insbe-
sondere, das Wachstum bei niedrigen DurchfluBraten, die geringe
Produktivitat, die komplizierté Steuerung der symbiotischen .
Kultur zum Prrichen eines gtabilen Prozesses sowie dqs Pen;en

der Thermo- und Azidotoleranz.

Weiterhin ist ein thermctoleranter Bakterienstamm Methylococcus

-.ﬁcansulatu% TscliMT=15 bekannt, der bei einer optimalen Temperatur

\J1

~rate von D = D 12 ho

38 bis 39° ¢ wnd einén pH-Wert von 6,6 bis 6,8, einer Durchfluf-

=1 und einer Biomasgsekonzentration von

10 g/1 BTS wichet wnd eine Produktivitit von 1,2 g/l gewihrileistet.

(SU ~ US 467 620).

Die Infektion des Stammes durch die Begleltfliora betrug im
unsterilen Betrieb 24 %.
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Der Nachteil des Stammes ist 1nsbesopdere in dem Fehlen der
Azidotoleranz zu sehen sowie der anzurelchendea Optlmaltempe-
ratur beim Wachsen bei niedriger DurchfluBrate, der geringen

Produktivitit und dem verhaltnlsmaBLg hohen Infektionsgrad.

In der GB-PS 1. 463 295 igt ein Stamm Methylococcu& capsulatus
ATSS 19069 beschrieben, der zum ersten Mal 1966 von Foster
und Davis (J,W. Foster, R.H, Davis, 1966, Ze Bacte. Vole 91,

. 4924) isoliert wurdee

Die kontinuierliche Zuchtung dleses Stammes erlolgt bei einer
optimalen Temperatur von 45 C und einem pH-Wert von 6,5,

'_einerVburcﬁflvﬁgescbwindigkejt von 0,15 1"V, Dabei werden
‘unter unsterllen Waohsmumobedanungen eine Zelldlchte von

11,7 k@/m ‘und eine Produkt1v1tat von 1,76 kg/m ¢h erreicht,
GemdB einer anderen GB-PS (1.421.135) wuchs der Stamm
Methylococcus capsulatus unter unsterilen Bedingungen unter
den glelchen Verhilinissen (pH 6,5 und Temperatur 45 %) bei
einer Durchflubrate von 0,18 h™) und einer Zelldichte 13,7 g/l

‘(Produkt1V1uat 2,5 g/lsh)e Die erhaltene Biomasse enthielt

72,5 % Rohprotein. Der Nachteil dieser Stémme besteht darin,
daB der optimale pHuWert in etwa dem neutralen Wert entspricht
und. ‘die Stimme bei unvenuvendew DurchfluBrate wachsen.

Somit kann gesagt werden, daB die in den bekannten Verfahfen
verwendeten Stimme folgende Nachteile aufweisen: '

Gerlnge Wachstumsgeschwindigkeit beim Durchfluf des Medlum
nledrlve chduht1v1tau neutralen pH—Wert oder ihm nahgkommenaen
optimalen Welt Fehlen der Konkurrenzfanlg&elt sowie niedrige
Resistenz gegen Infektionen und Stoffwochselzwlschenprodukte.

Auf Gruno dessen wurden Sie in einem Gemlsch mit heberotrophen

Mlkfoorganﬂsmen und bei klelnen Biomassekonzentrationen im
Kulturmedium gezlichtets i e

~ Vleiterhin ist ein technisches Verfahren bekannt unter Verwendung

eines Stammes Methylococcus capqulatus (GB-PS 1- )97 735) s

Dieser Stamm waohst bei einer Temperatur von 45 C, einem pH-Wert

von 6,1 und- GIHPI DurchfluBgeschwelndlgkelf von O 18 h™ 1
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Der Stamm erzeugt 14 g/l Biomwasse und gewd arielshet eine

Produktivitdt von 2,5 g/lsbe;

DDr Nachitedl dLPSCS Stanmes qui&bL ulCh.aUL dag Pehlen der

«-fgidotoleranz.,, dem Wachsen bel einer niedrigen Durchflulrate

und der nwedrlﬂeu Procuk 1v1iaio

© Ziel der Erfinduns

"Die Erfindung verfoigt-éas Ziel, ein Verfghren zu entwickeln,

das sich durch eine hohe Efoduhflv1tat bei erkShter Durchfluf-
rate auqzelcnnctg ‘

leqeﬂ der Breindung

“Der Frf 1ndung l*egt danbrwaxe Aufgabe zugrunde, eine ?roduktlonsm
kultur zu selektieren und emzuqe’czeny die eine szdo»mhermo~_
Toleranz besitzbte '

'Erfindungsgeméﬁ wird die Auzvabc dadurch geldst, daB ein bei

-einer Stufen-Autoselektion unter kontinuierlichen Bedlngungen

aus den AbwHssern der FErdtlbohrung in der ASSR selektierter

- und als ein zur Gattung Methylococcus capsulatus 1dent14lzlerten

“Stamm (ndch I.W. Foster,; K.H, Davis 1966, I of Bacteriology,

~wol 91, p. 1924) als ?rodu&tloasstamm verwendet wird.

.Der Stamm unterscheidet sich vom Standardtyp durch eine hhere
Wachstumsgeschwindigkelt der Kolonien und durch deren Grofle

durch ein hdheres Temperaturoptimun, die Azid@toleranz, durch
die ulioung von Tetrakokken, Fixierungsfihigkeit von atmosphiri~

schen St¢ckstoff und dexr ol1gon1troph1¢en Eigenschaft,

Der er¢1ndungsgema5 vorgeschiagcae Stamm unterscheidet sich von
den bisher bekamnten Stidmmen durch die Wachstumsfihigkeit bei
erhthter DurchfluBrate (D = 0,25 bis 0,3 1 1) &er“uewahrlelm

- stung einer hohen Produktivitst (8 ‘bis 10 Lg/m . h) sowie

Nt

durch die vorhpndeaﬁ Azido=Therm- Tojordnug dehie durch seine
Wachstumsfihigkelt ‘bei einem pE~ert des Mediums von
4.4 bis 5,6 und bei einer Temperabur vvn A2 bis 49°C beil einer

- DurchfluBrate von D = 0,2 bis 0,3 h~

-
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Weiterhin unterscheidet sich der'Sfaﬁm von den bisher bekann-
ten Stimmen durch seine Barotoleranz, deh. durch seine Wachs=-
tumsfihigkeit bei erhdhtem Druck (7 bis 12 éﬁm), wobel er
Druckabfglle vertréigt und eine hohe Biomassekonzentration im
Medium (bis 60 g/l Trockensubstanz unter kontinuierlichen

. Bedingungen und bis zu 100 g/l unter diQKontinuierlichen Bedin=-

gungen) gewidhrleistet. Der Stamm ist gegen Belmquungen von
Methanhomologen (10 bis 15 %) und gegen Schwefelverblnduugen
(20 mg/m ), bezogen auf Schwefel im Brdgas resistent, Er kann
eine Biomasse mit einem Rohproteingehalt bis 77 % produ21ereno

Der Stamm tragt die Bezeichnung = Methylococcus capsulatus
WSB=874 ~ und wurde zum Zwecke der Aufbewahrung in die Kulturen-
sammlung des Museums fiir Kulturen indusirieller Mlkroorganlsmen -
des Institutes "WNIIgenetika"™, unter der Koliektlonsnummer -
ZMPM W - 1743 = reglstrlert und hinterlegte

Morphologische‘Merkmale‘

4

Zellen haben die Form von Kokken, g 1 mkm oder von Diplokokken,
Abmessung 1 x 2 mkm, unbeweglich, mit einer lMikrokapsel umgeben,

 gramnegative In‘der alten Kultur- (10 Tage) bilden sich Makro-

kapseln, Im kontinuierlichen ErozeB; dér bei atmOSPhérischem
Druck und Uberdruck durchgefiihrt wird, haben die Zelien unter
optimalen Bedingungen die beschriebene Form und die angefinhrte
GréBe. In Abhﬁngigkeit von den Wachstumsbedingungen liegt der
Durchmesser der Kokken im Bereich vor 0,7 bis 1 mkm, Bei un-
ginstigen Verh#ltnissen, bezogen auf das Wachsen, liegen die

‘Zellen in Form von Tetrakokken mit einem ¢ von 2 mkm vor, gie

81nd dunkel im Phasenkontrastg

Merkmale der Kultur

S ) . i :

Kolonien duf Mineralagar konvéx-'giénzend 'glatt,‘cremefarben,
kuwellg mit glattem Rand, Du ~chmesser am zweiten Tag 1 mm und
fimft en Tag 2,5 mm, Sie blldnn kein waasarloallches Pigment,
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Pavswologische 1 ﬁkmale

Der Aerobier wichest im Temperaturbereich von 30 bis BOOC“und
bei einem pH-Wert von 4 bis 8« Gptimﬂle Temperatur bei konti-
nuierlicher Kult1v1€runw 42 bis 49 C und optlmaler pH=Tert 5
3 5,6
Als Kohlenstoffquelle wird reines Methan oder Erdgas und Hethanol
in einer Konzentration von O 01 bis O 025 % eingesetzt, kein
Wachstum auf orgenischen Medien (Fleiachpeptonager, Kartofiel-
agar und Wirzeagar), dsh. er ist ein Obligatmethylotrophe Br
gsgimiliert Hexan'aufbdem Hexulesephosphatweg.

Verhgltnis zur Stickstoffquelle, Er verwertet die Ammonium~,
Witrat-, Amine und Amidformen der Stickstoffquellen, fixiert
atmosphi srischen Stickstoffs Br besitzi oligonitrophile Eigenm
QCbFfteﬁg‘dpha, er Kamn bei'kleinen’Stickstoffmeﬁgen im Medium

wachsSene

Verhiltnis zu den Wachsbum;faktorene Es 1¢egt Peln Bedarf an
Vltamlnen und sonstigen Wauhdtumssthuldtor I VOTre v

Esg handelﬁ sich um einen nlchtpathogenen Stamm und ist, bezogen
auf andere Mlkrocrvanlsmenur+en konkurrenzfghige.

‘Die Besonderheiten des Stammes gewdhrleisten ein St)bllas

Wachsen unter kontinuierlichen Bedlngvneen bel einer hohern

.GeschW1hdkaelu und Produktivitdt sowie die Konhur*enzfab¢gke1t
Infektionsresistenz, eine hohe Biomassequalitft und eine Erndhung

der Effektivitdt des Prozesses.
Die Lr;lndung wird anhand folgender Belsplele, dle dle Wachatums-
bedingungen des Stawmmes nicht begrenzen, illustriert dargestellt.

. - . ~ -
Beispied 1.

Die Rultur Methyloédccus o&psulatué‘Stamm WSB-874 wurde in einen
Torbostrahlfermentor mit einem Volumen von 46.1"{Betriebsfﬁllung
20 1) hei Verwendung eines Mineralnihrmeditms in folgender
Zusemmensetzung gezlichted:
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Beispiel 1

0,05 ml/1 HBPO (80 %ig)

0,02 g/1 Mg 50, o 7 H o
0,025 g/1  KCL
0,3 mg/l | "Znso4 ¢« THO
1,9 mg/l S0, « 4 HyO
1,0 mg/1 | Cus0, » 5 H 50
0,048 mg/1 ' CoSO . 7 H O
0,10 mg/1 NiSQ4 e T Hzo .
0,2Q mg/1l | :A12(804)3 " 4“H20 |
0,085 mg/l . CrCly o 2H,0  °
1,25 mg/l - EyB0,
2,1 mg/l - FeS0, » T HyO
0,045 mg/l | N32M04 . 2H20A

Als S+ickstoffquélie und‘zuf Einstellung des pH~Wertes Wurde‘

"Ammonlakwasser verwendets

Der Erdgas- und Luftverbrauch pro 1 1 Ku¢turmed1um betrug 15
und 45 l/h. -

Die Ziichtung wurde bei einem atmospharlscnen Druck, einer
Temperatur von 45 G, einem pH-Wert von 5,0 und einer Du*chfluﬁ-
rate von 0,25 h~ “1 qurchgefiinrt., ]

‘Dabei betrug die Biomassekonzentration 11 g/l Trockensubstanz

(BDS), der Rohproteingehalt = 77 %.
Unter unqterllen Bedingungen betrug dle 1nflzlerung durcn dle
Begleltflora 8 %,

Die Zuchtung erfolgte auf einen Ndhrmedlum, das im Belsplel 1
angegebea iste. Die Temperatur betrug 45 °¢ und der ph—Wert
5,5 blS 5,6, Der Frdgas~¢und Luft»Verbfauoh betrdvt 25 und
100 m /h pro m3 Mediume

‘Die Zuchtung wurde unter einem Drick von 7 ata durchgefuhrta
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Dsbel wuxrde eine Proﬁuktivi*mo von V6g2 kg/m”. b bei einer Wachs~
unsrate "on 0,27 ™' und e*ner‘KonZentratign der Bilomagse

von 23 | g/m Trockensubstanz BTS erhalien.

Der Infekitionsgrad durch die voiowt£¢ora betrv? 10 % Rohw
prote qpha1+ 77 %,

Die Zichtung der Ecktcrven wurde im alskontlnulerlloher Betrieb
auf einewm im Belspiel 1 angefihrten Nihrmedium bei einer

- »C o o s e
Temperatur von 42°C und einem pH-Wert von 5,%$ bel einem Druck
von 5 ata durchgefihrt, Der Erdgas- und LuftuVerbrauch betrigt

3

entsprechend 30 und 120 m n’/h pro m34 , .
Der Druck wuvde bis zum Erreichen einer Biomassekonzentration

von i f/m ”S gc teigert. Dabei wurde eine Biomassekonzens-
“ratlon VO “0/m BTS in 40 Stunden erreicht,

L¥3



' : Erfindungsanépruch

'Verfahren Zur uew1nnung von E W815b10maSSC durch Kaltlvzerung
: von M;Pxoorganlsmen auf der Basis von gasformlgen Yoh1enwasqer~
~stoffen, 1nsbesonde“e Methan und/oder Erdgas, dadurch gekennu
. zeichnet, daB der Bakterlenotamm WSB. 874 - ZNPM W - 1743

.‘kOntanlEfllch bei elner Durchfluﬁratc von D = 0,2 bis 0, 3 h ‘..» '

 bei e¢ner Temperatur von 42 bis 49 Oa und einem praeru von

444 blS 5,6 und unter vor zugswelsc erhohten Druck, kultiviert
wird, ‘ ’
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